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DBZ regulates cortical cell positioning and neurite developlnent by sustaining
the anterograde transport ofLisl and DISCl through control ofNdell
dual‐phosphorylation。
(DBZはNdellのリン酸化制御によりLislやDISClの神経突起成長方向への輸
送を調節 し、神経細胞の成長や大脳皮質形成に働く)
【研究の目的】Disrupted‐In‐Schizophrenia l(DISCl)は、その部分欠損が統合失調症を含
む精神疾患発症と強く関連することが報告されており、精神疾患発症機序解明の鍵分子とし
て、その機能解明が待たれている。特に、DISClの欠損部位近傍に結合する分子はDISCl
の機能上重要であるとされ、そのような分子の探索。同定も世界で精力的に進められている。
DISCl‐binding zinc inger protein(DBZ)は、DISCの欠損部位近傍に結合する分子である
が、現在でも、生体内での機能、特にDISClとともに、どのように神経細胞において働く
のかについては、未だ明らかとはなつていない。
一方、大脳皮質の形成の仕組み、特に神経細胞移動による大脳皮質構築とその分子基盤が
明らかになるにつれ、大脳皮質の構造変異と統合失調症などの精神疾患の発症や発症脆弱性
との関連性が明らかとなつてきた。なお、大脳皮質の大部分を占める興奮性の神経細胞は、
胎児期に脳室帯にて生まれ表層へと法線方向に移動し、大脳皮質の構成細胞として働くこ
と、そして、この細胞移動には微小管および微小管上を動く蛋白が重要な役割を果たし、な
かでも神経突起先端から細胞体方向に微小管上を逆行性に運ばれるhslは、その変異や量
の減少が滑脳症をもたらすことより、特に重要な分子とされている。
以上を踏まえ、本研究では、DBZがDISClとともに、どのように生体内、特に神経細胞
移動と大脳皮質構築に働くかについて、分子レベルでの検討も含め解析を行つた。そして、
DBZがLislを含む分子輸送に重要な役割を担うことを見い出した。
【方法】DBZへのRNA干渉法 (以下DBZ‐KDと表記)、 DBZノックアウトマウス (以下、
DBZ‐KOと表記)を用いてDBZの大脳皮質構築への影響を検討した。さらに子宮内遺伝子
導入法にて、側脳室帯神経細胞にDBZならびにDBZに結合する分子をコー ドする遺伝子
などを導入し、神経細胞移動における意義を検討した。微小管動態については、微小管プラ
ス端に結合するmicrOtubule plus‐end binding protein 3(EB3)をEGFPで可視化し
(EB3‐EGFPにて)、 微小管動態を経時的にモニターし観察した。(他の方法は結果の項に
記載した)。
【結果】 生後 3日目のDBZ―KOの大脳皮質では、対照群と比較して神経細胞の樹状突起や軸
索の形成が不十分であつた。また胎生 13.5日目に分裂中の神経細胞を標識し、大脳皮質内分布
を検討すると、DBZ‐KOではその分布に乱れが認められた。ただし、標識された細胞数は有意に
は変化がなく、DBZの神経細胞増殖への影響は認められなかつた。 さらに、DBZぃKDで、急
激にDBZ発現を減弱させ表現型を検討したところ、DBZ―KD神経細胞では、表層の大脳皮質ヘ
と法線方向に移動する神経細胞の移動に遅れが生じていた。それらの神経細胞を個別に観察す
ると、神経突起の伸長に障害が起きており、中心体と核との距離が広がっていた。このことは、中
心体からのびる微小管を介する核の移動である、nucにokinesねの障害を示唆した。これらのことか
らDBZは神経細胞の移動、神経突起の成長に微小管系を介し機能する重要な分子であると考え
られた。
次に分子機序を解明するため、DISCl、DBZいずれとも結合し働くことが報告されている Ndell
との関連を調べた。すると、DBZ―KOでは、Nddlにおいて、Cdk5でリン酸化される219位のスレオ
ニン、およびAurora Aでリン酸化される251位のセリンの両方のリン酸化が克進していた。なお、先
行研究では、両方のリン酸が同時に克進することはないとされていたため、次にDBZがこれらのリ
ン酸化制御に関わる可能性を、血 宙伊oリン酸化アッセイにて検討した。その結果、DBZ存在下で
は、Cdk5,AuЮra Aによるリン酸化Ndellの減少を認めた。さらに上記2か所でリン酸化を受けた
Ndellの類似分子(219位、251位のアミノ酸を同時にグルタミン酸に置換)を過剰発現した神経細
胞は、大脳皮質での移動が障害されていた。また、同類似分子をHeLa細胞に過乗1発現させると、
有糸分裂中の紡錘体形成異常をきたした。このことからDBZは、Ndellのリン酸化状態を調整(2か
所が同時にリン酸化されないように調節)することにより、微小管系に作用し働くものと考えられた。
さらに、DBZ‐KOの神経細胞では突起の伸長が障害されていることより、EB3‐EGFPに
て、微小管動態を経時的に観察した。するとDBZ‐KD、DBZいKO由来の神経細胞では、微
小管の伸長速度は正常の神経細胞に比べて遅くなつていた。一方、先行研究では、DISCl
イまNdell,Lislと複合体を形成し、中心体から神経突起先端に輸送され、そこで GSK‐3β
活性を抑制することで、微小管プラスエンドヘのチュブリン結合を促進するとされる。そこ
でDBZ‐KDもしくはDBZ‐KOでは、Ndellのリン酸化克進のため、微小管に乗 り、その上
を輸送されるDISC1/Ndel1/Lisl複合体が減少し、その結果 GSK‐3β活性が克進し、突起
の伸長が阻害されるとの仮説を立てた。事実、上述の Ndellリン酸化類似分子を発現させ
ると、DBZ‐KDもしくは DBZ‐KOと同じく微小管の伸長速度が減少した。一方、DISCl
の過剰発現ではDBZ‐KOの影響はキャンセルされた。また、photobleachig assayおよび免
疫染色の結果か ら、DBZいKDもしくは DBZ‐KOでは、神経突起先端へ と運ばれ る
DISCl,hslの移動速度は変化しないが、量が減少することを観察した。そして、GSK‐3β
の阻害剤は、DBZ‐KDによる神経突起伸長抑制を低減した。なお、神経突起先端からhsl
は逆行性に再度輸送され、神経細胞移動時に機能するが、Lislの神経突起先端における量
の減少は、この過程に障害をもたらすものと考えられた。
【結論】DBZは胎生期の大脳皮質形成にNudellのリン酸化調節を介して、DISClやLisl
とともに神経細胞の成長や移動、大脳皮質構築に大きく関わつていることが示された。
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